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Abstract 
 細胞に損傷を長期間与えると，損傷が蓄積するにつれて次第に弱ってくる．
そして，弱った細胞の中から最終的には細胞死を起こすものが出現する．これは，損
傷の蓄積によって，細胞が生きる機能を維持することができなくなったためだと考え
られる．損傷を受けた細胞の死の過程や回復過程をより詳しく理解するためには，細
胞の損傷の度合いである損傷度を測定することが重要である．そこで，本研究では，
細胞の損傷度を非侵襲で計測する方法を開発し，細胞の損傷を定量的に評価すること
を目的とした． 
 本実験では，がん細胞の損傷を計測するために，光ゆらぎ法を開発した．光
ゆらぎ法とは，位相差顕微鏡観察動画の各ピクセルの光強度と光ゆらぎによって，細
胞内小器官の運動を定量評価するものである．本手法によって，細胞全体の細胞内運
動の変化を統計的に解析することができた．細胞に損傷を誘導するために，赤色蛍光
色素である IR700 を使用した．細胞に特異的に結合する抗体を結合した IR700 を，赤
レーザーを照射することによって光活性化し，細胞に損傷を与えた．赤レーザーの照
射時間と IR700 の添加量で，細胞に与える損傷度を制御することが可能であった．そ
こで異なる損傷度を細胞に与えて，損傷した細胞の細胞内運動を光ゆらぎ解析によっ
て評価した．その結果，与えた損傷が大きいほど，細胞内運動が低下することが明ら
かとなった．さらに，細胞へ複数回損傷を与えると，次第に細胞内運動が低下するこ
とがわかった．損傷による細胞内運動の低下の原因を明らかとするために，IR700 の
光活性化が細胞小器官に与える影響を評価し，IR700 の光活性化はリソソームを損傷
し，この損傷によって輸送分子やミトコンドリアも損傷を受けることが明らかとなっ
た．以上のように損傷に伴い細胞内運動が低下したことから，光ゆらぎで定量した細
胞内運動が細胞の損傷度の指標となる可能性があることがわかった．本手法は，細胞
の損傷を長期間非侵襲で計測することができるため，細胞の損傷度を定量的に評価す
るための強力な解析方法となることが期待される． 
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Abstract 
 Cell damage is increased gradually by long-term damages, and eventually some of 
the cells are dead by serious damages.  The change in cell viability and the process of cell 
death are an important factor to understand the function of cells. Here, to understand the 
change in cell viability after cell damages, we developed a new method to quantify continuous 
changes in cell damage. 
 We evaluated damage of cancer cell quantitatively by calculating the intensity 
fluctuation of each pixel in cell images taken by an EMCCD camera under phase contrast 
microscopy.  We succeeded in quantifying the change in motility of cell organelles by using 
the intensity fluctuation method.  Near-infrared fluorescent dye IR700 was used for 
photo-damaging cells.  IR700 labeled with the antibody, which binds specifically to target 
cells, was endocytosed into cells.  Then cell damage was caused by photoactivation of IR700 
induced by a red laser irradiation. The degree of cell damage was controlled by adjusting the 
dose amount of IR700 and the irradiation time of red laser.  The motility of cell organelles 
detected by the intensity fluctuation method decreased gradually with a progression of cell 
damage.  To elucidate the mechanisms of decrease in the organelles motility, the effects of 
photoactivation of IR700 on cell organelles and motor protein were evaluated.  Lysosomes 
containing IR700 was damaged quickly by photoactivation of IR700 and the contents in 
lysosomes were diffused out into cytoplasm.  The contents in lysosomes cause the 
dysfunction of transporter kinesin and mitochondria. Therefore, these damages of organelles 
and motors may be a primary factor for causing the damage of cells.. 
 In summary, we succeeded in quantifying time courses of changes in cell organelles 
motility.  The motility changed at different degrees of cell damage.  Furthermore, we could 
show a gradual decrease in the cell organelles motility in response to a continuous 
accumulation of cell damage.  These results suggested that the cell organelles motility could 
be a primary indicator of cell viability.  Therefore, the proposed method can be a powerful 
tool to evaluate cell viability. 
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第 1 章  序論  
 
 細胞は損傷を受けることで，生きるための機能が低下する．細胞の損傷の度
合いが小さければ，損傷によって低下した機能を回復させることで，細胞は生存する
ことができる．しかし，その度合いが大きいと，細胞は回復することができず，最終
的に細胞死を起こす．損傷を受けた細胞の機能の回復や細胞死の過程をより詳しく理
解するためには，細胞の損傷の度合いである損傷度を測定することが重要である．そ
こで，本研究では，細胞の損傷度を非侵襲で計測する方法を開発し，細胞の損傷を定
量的に評価することを目的とした． 
 細胞の損傷度を計測することで，なぜ細胞の回復や死の過程を理解すること
ができるのであろうか．例えば，細胞に対して，細胞死を起こさない程度の損傷を，
修復が間に合わない間隔で与えたとする．すると，その細胞は，始めは元気に活動し
ているが，損傷が蓄積するにつれて次第に弱ってくる．そして，最終的には細胞死を
起こすと考えられる．これは，損傷に合わせて次第に細胞の生きるための活力，つま
り活性が徐々に低下しているのである．つまり，細胞の損傷度を解析することで，細
胞の活性を理解できる可能性がある． 
 細胞の活性を理解することができれば，細胞に損傷を与えたときに，生細胞
と死細胞だけではなく，死んではいないが活性の低い細胞，または少し活性が下がっ
た細胞など，より厳密に細胞の状態を判別することが可能である．がん治療において
は，このように少し活性が下がった細胞が回復して，増殖を始めることで，2 次腫瘍
形成の大きな原因となる．そのため，治療後のがん細胞の損傷度を計測することがで
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きれば，2 次腫瘍形成の原因となる細胞を検知することが可能である．このような実
用的な方面においても，細胞の損傷を計測することは重要である． 
 そこで本研究では，細胞の損傷度を計測する新しい方法を開発し，がん細胞
の損傷を評価した．序論では，まず，がん治療における細胞損傷計測の重要性につい
て述べる．そして，損傷を評価するための既存の方法と，その問題点について論じる．
最後に，それらを踏まえた上で，本研究の方法の意義と研究目的について述べる． 
 
1-1 がん治療における細胞の損傷度を計測する意義  
 
 がん治療においては，死なない程度の損傷を受けた細胞が，致命的な存在と
なる可能性があると述べた．これは，がん細胞には，損傷に対する抵抗機能があるた
めである．がん細胞の治療方法として，放射線照射や光線力学療法などが用いられて
いる．放射線照射では，直接細胞の DNA に作用するだけでなく，酸素を活性化させ
ることで活性酸素を発生させる [Dahan, P 2014]．光線力学療法では，がん細胞に特異
的に蛍光色素を取り込ませて，励起光を照射することで活性化させる．そして，蛍光
色素の励起エネルギーが酸素に移ることで活性酸素を発生させる [Berg, K 1997]．活
性酸素は，細胞内部のタンパク質や，ミトコンドリア等の細胞内小器官，DNA を非
特異的に酸化することで，細胞に損傷を与える．細胞には酸化ストレスを軽減する機
能が備わっているが，酸化ストレスが増大すると，ATP の低下などの複数の要因で細
胞死を起こす．しかし，がん細胞は酸化ストレスを受けると，還元型グルタチオン等
の抗酸化物質を増加させることで，活性酸素種を迅速に除去していることが明らかと
なった [Drozd, E 2016]．そのため，1 回目の治療によって生存した細胞は，酸化スト
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レスを誘導する治療に対して抵抗性を示し，増殖を再開してしまう．治療抵抗機能を
獲得するがん細胞の発生を防ぐためには，酸化ストレスを繰り返し与えた時に，細胞
の損傷度がどのように変化するのかを知る必要がある．そのため，細胞の損傷度を計
測することができれば，損傷に対する抵抗性を獲得したがん細胞を選別することが可
能であり，その機能の解明に繋がると考えられる． 
 
1-2 細胞損傷の評価方法とその問題点  
 
 前章では，酸化ストレスを受けたがん細胞の損傷度を計測することの重要性
について論じた．本章では，既に広く用いられている細胞の損傷を評価する手法を幾
つか挙げる．そして，これらの手法が，損傷度の計測に使用が可能であるか，また，
新しい手法が必要であるのかについて述べる． 
 
1-2-1 ミトコンドリアの機能から細胞の損傷を評価する方法とその問題点  
  
 細胞活性を制御する細胞内小器官として，細胞が活動するエネルギーを産生
するミトコンドリアがある．細胞損傷によって，ミトコンドリアの機能が低下すると，
細胞の活性が低下する．そのため，ミトコンドリアの活性を計測することで，細胞の
活性を評価することが可能だと考えられる．そこで，ミトコンドリアの活性を計測す
る手法について述べ，この手法が細胞の損傷度を計測し得るかについて論じた． 
 ミトコンドリアは，細胞内化学反応のエネルギー源であるアデノシン三リン
酸 (ATP)を産生する細胞内小器官である．脂質や糖質，そしてタンパク質は，それぞ
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れ脂肪酸，グルコース，アミノ酸などに分解され，最終的にミトコンドリア内部に集
まる．そして，クエン酸回路の酸化反応によって NADH 分子などが作られる．NADH
分子によってミトコンドリア内部の電子伝達系で電子が流れることでプロトンが発
生する．最終的にプロトンが ATP 合成酵素である F0F1-ATP アーゼを流れることで，
アデノシン二リン酸 (ADP)から ATP が合成される．活性が高い細胞であれば，ミト
コンドリアにおけるこの一連の反応が正常に進んでおり，増殖等に使用する ATP の
合成を行っている．  
 そこで，ミトコンドリアにおける化学反応に着目して，細胞の活性を評価す
るための細胞染色試薬が複数開発され市販されている．ミトコンドリアの反応で放出
されるプロトンプロトンを利用して，細胞の活性を評価する評価方法として，MTT
試験がある [Berridge, M.V. 1993, 2005]．MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazorium，分子式
C18H16BrN5S)は，細胞内に透過し，ミトコンドリアにおいて放出されたプロトンと反
応することでホルマザンに構造変化をおこす．MTT 溶液は黄色であるが，ホルマザ
ン溶液は紫色を示す．そのため，細胞活性が高ければ，プロトンの生成が盛んである
ため，細胞培養液の色が紫色となる．MTT 試験は，溶液の色で活性を判断すること
ができるため，簡便である．しかし，ホルマザンが析出することで細胞を損傷させて
しまうため，経時的に細胞の活性を観察することができない．また，単一細胞レベル
での細胞活性の評価が難しく，多数の細胞のおおまかな活性しか評価することができ
ない．よって，細胞の損傷や活性を計測するためには，感度が十分でないと考えられ
る．他にも，電子伝達系で発生したプロトンと反応して，蛍光を発するプロトン感受
性蛍光色素を用いることで，蛍光強度からミトコンドリアの活性を評価する方法があ
る．本手法は，細胞毒性が低いため，蛍光色素を添加した後も観察が可能である．し
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かし，蛍光観察による活性の評価には，次章にて述べる問題点があるため，使用が制
限される． 
 
1-2-2 蛍光観察による細胞の損傷の評価方法とその問題点  
  
 蛍光色素を用いた蛍光観察は，細胞内小器官を選択的に染色することができ
るため，細胞の機能を解析するために有用である．細胞活性の評価には，ミトコンド
リアで発生するプロトンを検出する蛍光色素が用いられ，細胞損傷や細胞死を評価す
る蛍光色素として，AnnexinⅤ/PI 染色がよく用いられている [Daleke, D. L. 2003, 
Baski, D 2006]．AnnexinⅤは，細胞膜に存在するフォスファチジルセリンに特異的に
結合する．フォスファチジルセリンは，細胞が損傷を受けると細胞膜の外側に露出す
る．蛍光色素が結合した AnnexinⅤを細胞に添加することで，損傷を受けた細胞を蛍
光観察によって選別することができる．PI (Propidium Iodide)や Ethidium homodimer-1 
(EthD-1)は，細胞膜の損傷を検知する蛍光色素である．細胞膜が正常であれば，PI は
細胞膜に透過しないが，細胞膜が損傷すると細胞内に透過する．また，PI は核内の
DNA と結合することで輝度が上昇するため，損傷後の輝度の変化から細胞の損傷を
評価することが可能である． 
 AnnexinⅤ/PI 染色の問題点としては，非特異的な吸着や取り込みがあること
である．フォスファチジルセリンは，正常な細胞では主に細胞の内側に多く分布して
いる．しかし，細胞表面に露出することがあるため，細胞に損傷がなくても Annexin
Ⅴによって染色される可能性がある．また，フォスファチジルセリンはアポトーシス
時に，リン脂質転位酵素によって能動的に細胞表面に露出するという報告がある 
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[Daleke, D. L. 2003]．そのため，細胞損傷度によって，急に細胞表面に露出すること
が起こる可能性がある．PI に関しても，細胞へ添加後に，時間とともに細胞内に取り
込まれる色素量が増えてる可能性がある．そのため，細胞損傷を厳密に計測すること
は難しい． 
 また蛍光観察における問題点として，経時的に細胞の活性を評価することが
挙げられる．AnnexinⅤや PI は，繰り返し蛍光観察を行うと蛍光褪色するため，細胞
の損傷や活性を長期間評価することはできない．このような問題は，カルシウムイン
ジケーターやプロトン感受性蛍光色素など，AnnexinⅤ/PI 染色以外の細胞の活性測定
方法に共通した問題である． 
 
1-2-3	 位相差顕微鏡を用いた細胞の損傷の計測方法と問題点  
  
 位相差顕微鏡観察は，非侵襲的に形状や運動性を観察することができる．そ
のため，細胞の損傷の指標を抽出することができれば，経時的に細胞の損傷を評価す
ることが可能である．  
 位相差顕微鏡による細胞観察から，我々は日常的に細胞の活性を大まかに評
価している．我々が細胞の接着の様子から細胞の損傷を評価するときは，細胞の大き
さや形状から感覚的かつ経験的に損傷や活性を判断している．より厳密に形状や運動
性から細胞の活性を判断するためには，画像から特徴量を抽出し，細胞活性と結びつ
けなければならない． 
 では，細胞が損傷を受けたときは，位相差顕微鏡画像からどのような特徴量
が抽出されるのであろうか．例えば，アポトーシスを起こした接着細胞は，徐々に細
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胞体が収縮し，ブレブと呼ばれる構造が観察され，核や細胞質の断片化がおこる 
[Saraste, A. 2000, Coleman. M.L. 2001]．この場合，細胞体の収縮，ブレブ，細かい
粒子状の構造の形成が，特徴量としての抽出され，各特徴量が観察されるまでの時間
から細胞の損傷度を評価することができる．また，細胞運動が，損傷を与えた後に低
下したとすれば，その低下の程度によって，細胞の損傷度を定量評価することができ
る． 
 位相差顕微鏡観察では，細胞の形状や運動だけではなく，細胞内のベシクル
などの運動も観察することができる．細胞内では，細胞の機能を維持するために，ベ
シクルに内包されたタンパク質やタンパク質を分解するリソソーム，ミトコンドリア
などの細胞内小器官などが運ばれている．これらの構造は，細胞の中心体から微小管
沿いに細胞周囲へ運動するキネシンや，中心体方向に運動するダイニンによって輸送
されている．そのため，損傷前後におけるこれらの細胞内運動の変化から，細胞の損
傷を評価することも可能であると考えられる．  
 位相差顕微鏡観察による形状や運動による細胞の損傷計測の問題点はいく
つか考えられる．細胞の形状に関しては，損傷度と形状が一致していない細胞が存在
することが問題である．細胞の損傷度は低くても，周囲の細胞との相互作用の影響や，
分裂のために細胞体が小さくなっている細胞を，損傷度が高いと判断してしまう可能
性がある．また，細胞が伸展を収縮させない程度の損傷度は，検出することができな
い．細胞運動に関しては，細胞間相互作用有無が，細胞の運動速度や方向に影響を与
える可能性がある．また，たまたま直線的に運動しない細胞が，損傷度が高い細胞と
判断されることも考えられる． 
 位相差顕微鏡による細胞の損傷度の計測には．上記のような問題点が含まれ
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てしまう．そのため，厳密に細胞の損傷度を評価するためには，細胞損傷の指標を得
るための特徴量の数を増やすなどの工夫を行う必要がある．また，上記の問題点を改
善することができれば，非侵襲的かつ経時的に細胞の観察を行うことができるため，
細胞の損傷度の定量評価に有用であると考えられる． 
 
1-3	 本研究の目的  
  
 これまでの章では，細胞の損傷度を計測することの意義を述べ，種々の細胞
損傷の計測方法とその問題点について論じた．位相差顕微鏡による細胞観察は汎用性
が高く，無染色で長期観察が可能であることから，細胞の活性の計測に有用である．
しかし，細胞の形状や運動性による細胞の損傷の評価は，細胞に損傷を与えた後も形
状が同じである可能性や，損傷を与えなくても運動性が低下する細胞がいると予想さ
れるため，厳密な細胞活性計測を行うことができないといった問題があった． 
 それでは，位相差顕微鏡による細胞観察によって，何を計測すれば細胞の損
傷度を計測することが可能であろうか．1-2-3 項で述べたように，位相差顕微鏡を用
いて細胞の動態を撮影すると，細胞内のベシクルやミトコンドリアといった細胞内小
器官の運動を観察することができる．細胞内小器官の運動は，蛍光色素を用いずとも
位相差顕微鏡観察によって明瞭に観察することができる．そのため，経時的に長期間
の観察が可能である．ベシクルは，細胞の機能を維持するためのタンパク質などが内
包されており，細胞内の必要な場所に輸送されている．そのため，細胞が損傷を受け
たときにも，修復，もしくは細胞死に関連した因子はベシクルに内包されて輸送され
ていると考えられる．そのため，損傷によって細胞形状の変化が観察されなくても，
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細胞内部の運動に変化があると考えられる．つまり，細胞損傷を細胞内小器官の運動
性の変化から評価することができる．これらを踏まえて，本研究では，位相差顕微鏡
によって観察した細胞内小器官の運動性を定量的に解析する手法を開発し，運動性の
変化から細胞の損傷度を評価した．そして，損傷によって細胞内小器官の運動が変化
するメカニズムを探求した． 
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第 2 章	 実験方法  
 
	
2-1	 実験に使用した細胞株と細胞培養方法  
  
 本実験では，脳腫瘍細胞株であるU87MG細胞と脳腫瘍幹細胞株であるBT142
細胞，そして，乳がん細胞株であり運動性が高いMDA-MB-231細胞と運動性が低い
KPL-4 細胞を用いて実験を行った．接着細胞であるU87MG細胞とKPL-4細胞は，ダル
ベッコ変法イーグル培地 (DMEM) (Sigma)に10%ウシ胎児血清 (FBS) (GIBCO)，1%L-
グルタミン (ナカライテスク)，100 U/mL ペニシリン・ストレプトマイシン (和光純
薬工業)を添加した細胞培養培地を用いて，37 °Cかつ5% CO2環境下で培養した．継代
時は，トリプシン (TrypLE express enzyme (1 ×), ThermoFisher Science) を用いて細胞培
養皿から細胞を剥離し，培養用と実験用の細胞培養基板に播種した．接着細胞である
MDA-MB-231細胞は，ライボビッツL-15培地 (ThermoFisher Science)に10%FBS，1%L-
グルタミン，1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加した細胞培養培地を用いて，
37 °Cかつ0% CO2環境下で培養した．細胞培養皿からの剥離方法は，U87MG細胞と同
じである．接着細胞は，通常培養時はポリスチレン培養皿 (培養面積が21 cm2)に1.0 × 
105 cellsの細胞数を播種した．3日程培養することで，8割程度培養皿表面を埋めるま
で増殖するため，その段階で再び継代を行った．浮遊細胞であるBT142細胞は，神経
幹細胞・前駆細胞培養基本培地 (NeuroCultTMNS-A basal medium, VERITAS)，に10% 
V/Vの培養用基本因子(NeuroCultTMNS-A proliferation medium, VERITAS)，100 ng/mLの
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血小板由来成長因子 (PDGF)，20 ng/mLの上皮成長因子 (EGF)，20 ng/mLの繊維芽細
胞増殖因子 (FGF)，2 µg/mLヘパラン硫酸ナトリウム (PeproTech Inc.)，100 U/mLのペ
ニシリン・ストレプトマイシンを添加した培地で，37℃かつ5%CO2下で培養した．
BT142細胞は浮遊細胞であるため，電子線照射が行われていない細胞非接着性ポリス
チレンフラスコ (培養面積が75 cm2) (ThermoFisher Science)を用いて，スフェロイド培
養を行った．細胞培養フラスコに1.0 × 105 cellsを播種し，2週間程培養することでスフ
ェロイドの直径が約400 µmまで成長するため，その段階で継代を行った．継代時に，
スフェロイド中央部分の死細胞を取り除くために，ピペッティングによってBT142細
胞のスフェロイドを分離した．BT142細胞の形成するスフェロイドは細胞間接着が緩
いため，トリプシンを用いることなく40回程度のピペッティング作業を2回繰り返す
ことで，単一細胞まで分離することができる．単一細胞まで分離した後に，継代を行
った．  
 実験用の細胞培養皿は，底面がガラス (カバー厚0.16-0.19 mm)のガラスボト
ムディッシュ (Matsunami Glass Ind., Ltd.)を使用した．ガラスボトムディッシュは，直
径3.5 cmのポリスチレンディッシュの中央に1 cmのホールが空いており，ディッシュ
の裏側からカバーガラスが接着されている．そのため，細胞は直径1 cmのホール領域
のみで200 µLの培地量で培養した．本実験では，カバーガラスが事前にポリ−L−リシ
ンでコーティングされたガラスボトムディッシュを用いた．ポリ−L−リシンは，正電
荷を帯びているポリマーであり，細胞培養皿にコーティングを行うことで．細胞接着
タンパク質等の基板への接着を促進する．また，浮遊細胞であるBT142細胞は，ポリ−
L−リシンコートを行っていないガラス表面にはほとんど接着を行わなかった．そのた
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め，溶液交換時の作業で細胞を吸引してしまう問題があった．ポリ−L−リシンをコー
トしたガラスボトムディッシュでは，BT142細胞は，伸展は行わないが静電的相互作
用で基板上に固定されており，溶液交換等による吸引を防ぐことができた．実験時は，
接着細胞においてはガラスボトムディッシュ上に，より接着を促進するために．コラ
ーゲン溶液を用いてコーティングを施した．コーティングには2%のコラーゲン溶液
を使用し，ガラスボトム上に添加後，37℃で5分インキュベートした．その後，コラ
ーゲン溶液を吸引して37℃で30分インキュベートを行い，1.0 × 104 cells播種した．そ
して，U87MG細胞とKPL-4細胞は37℃かつ5%CO2環境下，MDA-MB-231細胞は37℃か
つ0%CO2環境下で1日培養してから実験を行った．BT142細胞は，コラーゲン無処理
のガラスボトムディッシュに1.0 × 104 cells播種し，37℃かつ5%CO2環境下で１日培養
してから実験を行った． 
 
2-2	 近赤外蛍光色素 IR700 と膜タンパク質抗体の複合体の作製  
  
 本研究では，細胞に損傷を与えるために，近赤外蛍光色素 IR700 を使用した 
(Fig.2.1a)．IR700 (分子式 C74H96N12Na4O27S6Si3)は，近赤外光によって活性化すること
で，活性酸素や熱を発生し，がん細胞を死滅させる蛍光色素である (Fig2.1b) 
[Mitsunaga, M 2011, Nakajima, T 2012, Kishimoto, S 2015, Sato, K 2016]．IR700 は，同じ
原理でがん細胞を死滅させる光線力学療法 (PDT)で使用される蛍光色素よりも，より
長波長で活性化し，高いモル吸光係数を示す．そのため，正常細胞への光毒性を大き
く減らすことができ，かつ近赤外光は生体組織への透過性が高いため，より深部まで
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治療を行うことができる．さらに，IR700 自体がこれまでの PDT 試薬より親水性を示
しており，かつ NHS 基を介してがん細胞で高発現している膜タンパク質などの抗体
に結合することができる．そのため，がん細胞以外の正常細胞には取り込まれにくく，
より正常細胞への毒性を低下させることができる．このような，がん細胞への高い標
的性，低い副作用，高い殺傷効果から，アメリカ食品医薬品局 (FDA)から認可を受け
ており，臨床試験が進められている． 
 その一方で，IR700 の光活性化による細胞損傷のメカニズムは未だ不明点が
多い．小林らは，IR700 は光活性化によって発熱して細胞に損傷を与えていると報告
している (Fig2.1b)．しかし，実験的に熱が細胞に損傷を与えていることを示す報告は
未だなされていない．IR700 のように光活性化によってがん細胞を死滅させる治療方
法は，今後より医療の現場で多く使用されると考えられる．そのため，IR700 の不鮮
明な細胞損傷メカニズムを明らかにすることは重要である．そこで，IR700 の光活性
化による損傷のメカニズムの解明も視野に，IR700 を細胞に損傷を誘導する試薬とし
て使用した． 
 IR700 を細胞損傷の誘導のために使用することは，本実験目的にも合致して
いる．IR700 は，細胞膜タンパク質に結合させて細胞内へ導入するため，添加量によ
って細胞への導入量を制御し，細胞への損傷を制御することができる．さらに，赤レ
ーザーの照射時間を制御することで，IR700 の光活性化時間を制御し，損傷を制御す
ることが可能である．本研究目的は，細胞の損傷度を計測することであるため，細胞
へ与える損傷を制御可能な IR700 を使用することは，非常に有用である． 
 本研究では，抗CD133抗体，及び抗EGFR抗体と IR700の複合体(IR700-CD133
と IR700-EGFR)を作製した (Fig.2.1a)．IR700-CD133 複合体は，IR700 (添加重量 11.3 µg
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を DMSO に溶かし, 終物質量 5.8 nmol, 終モル濃度 2.5 mol/L とした)と羊由来 rabbit 
IgG (添加重量 121.8 µgをDMSOに溶かし, 終物質量 0.8 nmol, 終モル濃度 13.3 µmol/L
とした)を室温で 2 時間混合し，さらに，ウサギ由来抗 CD133 抗体と 2 時間室温で混
合することで作製した．また，IR700-EGFR 複合体は，IR700 (添加重量 11.3 µg を DMSO
に溶かし, 終物質量 5.8 nmol, 終モル濃度 2.5 mol/L とした)と，マウス由来抗 EGFR
抗体 (添加重量 121.8 µg, 終物質量 0.8 nmol, 終モル濃度 13.3 µmol/L in PBS)を 10 mM 
Na2HPO4 (pH: 8.0)中で室温で 2 時間混合することによって作製した．作製した IR700
複合体は，ガラスボトムディッシュの細胞培養液に添加し，インキュベーター内で
37℃で静置することで，細胞内に導入した．実験時には，溶液中の IR700 複合体取り
除くため，細胞培養培地で 2 回洗浄した． 
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Fig.2.1	 赤色蛍光色素 IR700 による細胞への損傷誘導の概念図．a は，IR700
を細胞内に導入し，損傷を与える方法を示している．IR700 は，CD133 抗体
や EFGR 抗体に結合させて，細胞膜タンパク質を介したエンドサイトーシス
で細胞内部に導入した．そして，635 nm の赤色レーザー照射による IR700 の
光活性化によって，細胞に損傷を与えた．b は，IR700 の光活性化が細胞に損
傷を与えるメカニズムを示している．IR700 の光活性化は，主に活性酸素を
発生して細胞に損傷を与えると考えられるが，熱による損傷の可能性も報告
されている． 
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2-3	 実験に使用した光学系概要  
  
 本研究では，Fig.2.2 の光学系を用いて細胞の観察を行った． 
本顕微鏡は，ハロゲン照明を搭載した位相差顕微鏡 (IX-70，オリンパス)である．細
胞の長期観察を行うために，温度と CO2 濃度を制御するステージトップインキュベー
ター (東海ヒット)をステージに設置した．実験時には，ガラスボトムディッシュをイ
ンキュベーター内に静置して、温度が安定するまで 30 分待った．顕微鏡には，60 倍
の位相差対物レンズ (オリンパス，PLAPON 60XOPH)，スピニングディスク共焦点ユ
ニット (CSU-10，横河電機), 3 台の EMCCD カメラ (Andor)が設置されている．蛍光
観察用光源として，青レーザー (488 nm，Showa Optronics)，緑レーザー (532 nm，Showa 
Optronics)，赤レーザー (635 nm，EDMUND OPTICS)を用いた．Fig.2.2 の光学系は，
マグネットによって着脱が可能なミラー①によって，落射蛍光顕微鏡光路 (光路①)
と共焦点顕微鏡光路 (光路②)に分けた．着脱式ミラー①をはずすことで，3 色のレー
ザー光を光路①に誘導することができる．光路①において，レーザー光を顕微鏡筐体
内部のダイクロイックミラー②で反射して，対物レンズを通して細胞に照射した．細
胞の蛍光は，ダイクロイックミラー②を通過後，顕微鏡筐体底部の光路切り替えミラ
ーによって，EMCCD カメラ①へ入射させた．蛍光フィルターを EMCCD カメラ①の
直前に設置しており，蛍光波長に合わせて取り替えた．着脱式ミラー①を設置するこ
とで，レーザー光をスピニングディスク共焦点ユニットに入射させることが可能であ
る．レーザー光はマイクロレンズアレイを通過することで，集光したマルチビームが
形成される．そして，ダイクロイックミラー④を通過後，マルチビームはピンホール
アレイを通り，光路切り替えミラーによって対物レンズから細胞へ照射させた．共焦
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点顕微鏡観察では，ダイクロイックミラー②は取り外した．細胞からの蛍光は，光路
切り替えミラーで反射して共焦点ユニットに再入射させ，ピンホールアレイに通して
ダイクロイックミラー④で反射させた．ピンホールアレイを通過することで，焦点面
以外の蛍光を除去することができるため，画像の S/N 比を向上させることが可能であ
る．反射した蛍光は，蛍光 2 波長を同時に観察する場合は，着脱式ダイクロイックミ
ラー③を取り付けることで蛍光波長を分けて，EMCCD カメラ②と③で観察した．蛍
光 1 波長のみを観察する場合は，着脱式ダイクロイックミラー③を取り外すことで，
EMCCD カメラ③で観察した．蛍光フィルターを EMCCD カメラ②と③の直前に設置
することで，蛍光波長に合わせて取り替えた． 
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Fig 2.2	 本研究で使用した光学顕微鏡の概要．着脱式ミラー①を切り替える
ことで，落射蛍光顕微鏡の光路 (光路①)と，共焦点顕微鏡の光路 (光路②)
に切り替えることが可能である．落射蛍光顕微鏡観察時は，EMCCD カメラ
①を使用し，共焦点顕微鏡観察時は EMCCD カメラ②，③を使用した． 
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2-4	 位相差顕微鏡撮影動画の光ゆらぎ解析による細胞内運動の定量評価  
本節については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
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2-5	 IR700 の光活性化による細胞損傷の誘起  
 
 IR700-CD133 は，ガラスボトムディッシュ上で培養した細胞に，溶液中での
最終濃度が 10 nM と 40 nM となるよう添加した (トータル液量 200 µl)．添加後，37℃
CO2 インキュベーター内で 1 時間静置し，培地を用いて 2 回洗浄を行った．そして，
ガラスボトムディッシュを顕微鏡の温度 CO2 調節チャンバー内で，温度と CO2 が安定
するまで 30 分静置してから IR700 の蛍光観察を行った．IR700-EGFR 複合体を用いた
実験では，ガラスボトムディッシュ上で培養した細胞に，溶液中での最終濃度が 5 nM
となるように添加した（トータル液量 200 µl）．添加後，37℃の CO2 インキュベータ
ー内に 1 日静置した．培地を用いて 2 回洗浄を行った後，IR700-CD133 複合体と同様
の条件で，温度 CO2 調節チャンバー内で IR700 の蛍光観察を行った．IR700 の励起最
大波長は 680 nm であり，600-680 nm の波長で励起するため， 635 nm レーザー (18 
mW)を用いて蛍光観察と細胞損傷を導入した．IR700 の蛍光観察及び細胞損傷時は，
Fig.2.2 の落射蛍光顕微鏡光路 (光路①)を使用し，EMCCD カメラ①を用いて蛍光観察
を行った．IR700 の蛍光最大波長は 687 nm であり，蛍光フィルター①に 690-730 nm
透過蛍光フィルターを設置した．赤レーザーの照射時間は，各レーザー光合流後に設
置した電動シャッターによって制御した．IR700 は，赤レーザーを照射することで光
活性化して細胞に損傷を与える．そのため，IR700 の蛍光観察と同時に細胞に損傷を
誘導した．本実験系では，IR700 の光活性化による損傷前後の，細胞の位相差顕微鏡
動画を撮影した．そのため，損傷前の細胞観察時は蛍光フィルター①を取り外し，ハ
ロゲン光を用いて観察を行った．その後，690-730 nm 透過蛍光フィルターを取り付け
て，IR700 の蛍光を観察及び損傷の導入を行った．そして損傷後は，再び蛍光フィル
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ター①を取り外して，ハロゲン光によって細胞観察を行った． 
 
2-6	 IR700 の光活性化によって損傷した細胞と細胞内小器官の蛍光観察による
評価方法  
 
 本実験で使用した蛍光色素と，観察条件を本節に記述する．細胞の損傷度の
評価のために，Ethidium homodimer-1 (EthD-1) (和光純薬工業)を使用した．EthD-1 は
Propidium Iodide (PI)と同様に，生細胞の細胞膜は透過することができないが，損傷に
よって細胞膜の透過性が上昇した細胞の内部に透過する．また，DNA や RNA に結合
することで，蛍光輝度が 40 倍上昇することから，細胞の損傷度を蛍光輝度から評価
することができる．EthD-1 は励起最大波長が 528 nm，蛍光最大波長が 617 nm である．
そこで，488 nm レーザー光を用いて，Fig2.2 の落射蛍光顕微鏡光路 (光路①)で観察を
行った．蛍光フィルター①に，570-610 nm 蛍光透過フィルターを設置した．IR700 の
光活性化によって細胞に損傷を与える前に，ガラスボトムディッシュに最終濃度が
4.65 µM となるように EthD-1 を添加した．添加後，635 nm レーザー光を用いて細胞
に損傷を導入し，30 分間隔で EthD-1 の蛍光を観察した．溶液中の EthD-1 の蛍光輝度
は低く，培地交換を行わなくても蛍光観察が可能であった． 
 細胞内に取り込まれた IR700 とリソソームの分布を評価するために，
LysoTracker Yellow (ThermoFisher Science)を用いた蛍光観察を行った．LysoTracker は，
酸性 (pH 5 程度)の細胞内小器官を選択的に染色する，細胞膜透過性の蛍光色素であ
る．LysoTracker を，ガラスボトムディッシュに最終濃度が 50 nM となるように添加
して，30 分 37℃でインキュベートした．また，LysoTracker 添加の 30 分前に
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IR700-CD133 複合体 40 nM を添加した．その後，細胞培養液で２回洗浄し，共焦点顕
微鏡光路 (光路②)で EMCCD カメラ②と③を用いて，LysoTracker と IR700 のそれぞ
れの蛍光観察を行った．細胞内のリソソームや IR700 を内包している細胞小器官は，
輸送分子キネシンやダイニンによって輸送されているため，リソソームと IR700 の蛍
光分布は時々刻々と変化していた．そこで、リソソームと IR700 の蛍光分布を，時系
列を揃えて観察するために，EMCCD カメラ②と③を用いた同期撮影を行った．同期
撮影は PowerLab (AD Instruments)を用いて制御し，LabChart を介してシグナルの出
力・記録を行った．IR700 と LysoTracker の蛍光を着脱式ダイクロイックミラー③の
位置で分離するために，690-1100 nm 反射ダイクロイックミラーを設置した．そのた
め，IR700 の蛍光は EMCCD カメラ②で撮影し，LysoTracker の蛍光は EMCCD カメラ
③でそれぞれ撮影した．IR700 の蛍光観察のために，落射蛍光顕微鏡光路 (光路①)と
同様に，蛍光フィルター②に 690-730 nm 蛍光透過フィルターを設置した．LysoTracker
は励起最大波長が 465 nm，蛍光最大波長が 535 nm である．そこで，488 nm レーザー
光を用いて励起して，573-607 nm 蛍光透過フィルターを蛍光フィルター③に設置した．
また，IR700 との同時蛍光観察時に，635 nm レーザー光が EMCCD カメラ③に映り込
んでいたため，蛍光フィルター③にさらに 610 nm 長波長カットフィルターを設置し
た．IR700 と LysoTracker の蛍光観察時は，ダイクロイックミラー②は取り外した．
また，損傷前後のリソソームの分布を，共焦点顕微鏡を用いた経時観察で評価した．
IR700 との同時観察は行わないため，着脱式ダイクロイックミラー③は取り外して，
EMCCD カメラ③を用いて LysoTracker のみ蛍光観察を行った．また，蛍光フィルタ
ー③には 573-607 nm 蛍光透過フィルターのみを設置し，610 nm 長波長カットフィル
ターは取り外した．IR700 による損傷を誘導するため，635 nm レーザー光は落射蛍光
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顕微鏡光路 (光路①)で細胞に照射した．撮影手順は，まず光路②にて LysoTracker の
蛍光観察を行い，光路①に切り替えて 635 nm レーザー光を細胞に照射した．その後，
再び光路を②に切り替えて，LysoTracker の蛍光観察を行った． 
 リソソームの損傷をリアルタイム観察によって評価するために，pH インジ
ケーター (pHrodo Green AM, ThermoFisher Science)を使用した．pH インジケーターは
細胞透過性の蛍光色素であり，細胞内の pH が低い酸性の細胞内小器官を蛍光染色す
る．pH インジケーターは，pH が低いほど高い蛍光強度を示す．そのため，リソソー
ム等の酸性細胞小器官は pH インジケーターで染色されることで，高い輝度を示す．
pH インジケーターの蛍光退色は LysoTracker と比較して遅く，リアルタイム観察が可
能であった．pH インジケーターは，最終濃度が 2.5 µM (トータル液量 200 µl)となる
ようにガラスボトムディッシュで培養している細胞に添加して，30 分 37℃でインキ
ュベートした．その後，細胞培養液で２回洗浄し，蛍光観察を行なった．pH インジ
ケーターは，最大励起波長が 509 nm，最大蛍光波長が 533 nm であるため，488 nm レ
ーザー光を用いて励起した．pH インジケーターの蛍光観察は，Fig.2.2 の共焦点顕微
鏡光路 (光路②)を使用した．635 nm レーザー光で IR700 を光活性化させつつ，共焦
点顕微鏡を用いて pH インジケーターの蛍光を観察するため，着脱式ダイクロイック
ミラー①に 570 nm 長波長カットフィルターを設置した．よって，488 nm レーザー光
は共焦点ユニットに照射し，635 nm レーザー光は光路①によって細胞へ照射した．pH
インジケーターは，着脱式ダイクロイックミラー③を取り外して，EMCCD カメラ③
で観察した．蛍光フィルター③には．500-550 nm 蛍光透過フィルターを設置し，また
635 nm レーザー光の映り込みを除去するために，570 nm 長波長カットフィルターも
取り付けた．635 nm レーザー光を細胞に照射するために，本観察ではダイクロイック
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ミラー②を取り付けた状態で共焦点顕微鏡観察を行った．そのため，pH インジケー
ターの蛍光輝度が低下した．そこで，着脱式凸レンズ① (f300)を取り付けることによ
ってレーザー光を集光して，pH インジケーターの蛍光輝度を増加させた．pH インジ
ケーターのリアルタイム観察時は，EMCCD カメラ②の撮影と同時に，488 nm レーザ
ー光と 635 nm レーザー光を細胞に照射し，60 秒間撮影速度 10 フレーム/秒で pH イ
ンジケーターの蛍光を観察した．635 nm レーザーは，撮影開始してから 30 秒間照射
した． 
 細胞膜に結合する蛍光色素 PKH26 (最大励起波長 551 nm，最大蛍光波長 567 
nm,  SIGMA-ALDRICH)，ミトコンドリアを蛍光染色する CellROX (最大励起波長 545 
nm，最大蛍光波長 565 nm，ThermoFisher Science)，微小管の蛍光修飾に使用したロー
ダミン (最大励起波長 550 nm，最大蛍光波長 570 nm, ThermoFisher Science)は，全て
落射蛍光顕微鏡光路 (光路①)で観察した．蛍光フィルター①には，573-607 nm 蛍光
透過フィルターを設置した．PKH26 は，ガラスボトムディッシュへ細胞を播種する
前の，細胞懸濁液 (1×105 cells)を用いて染色を行なった．培地中の細胞懸濁液を 10
倍量以上の PBS で 1 回洗浄し，遠心後上清を吸引した．PKH26 染色専用緩衝液を用
いて 1 回細胞を洗浄し，再び遠心によって細胞を沈殿させて，上清を吸引した．その
後，最終濃度が 20 nM (トータル液量 500 µl)となるように遠心チューブ内に PKH26
を添加し，5 分室温でインキュベートした．そして，5 倍量以上の細胞培養培地によ
って PKH26 の不活化と洗浄を 1 回行い，遠心後上清を吸引し，細胞培養培地を添加
して細胞を懸濁させた．ガラスボトムディッシュに 1×104 cells を播種し，1 日 37℃
でインキュベートしてから，PKH26 の蛍光観察を行なった．CellROX は，最終濃度
が 2.5 µM (トータル液量 200 µl)となるようにガラスボトムディッシュで培養している
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細胞に添加して，30 分 37℃でインキュベートした．その後，細胞培養液で２回洗浄
し，蛍光観察に使用した． 
 
2-7	 細胞内の IR700 の光活性化による輸送分子キネシンへの損傷の評価方法  
本節については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
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第 3 章  実験結果  
 
 
3-1 	 IR700 抗体複合体の細胞への特異的取り込みの評価  
 
 IR700 分子は，N-Hydroxysuccinimide (NHS)基を有しているため，抗体に結合
させることができる．そのため，抗体の種類を変えることで様々な細胞の膜タンパク
質に特異的に結合させて，細胞内に取り込ませることが可能である．また，IR700-抗
体複合体の添加量と赤レーザー照射時間によって，細胞に与える損傷度を制御するこ
とが可能である．本研究では，悪性度の高い脳腫瘍細胞株 (U87MG 細胞と BT142 細
胞)と乳がん細胞株 (MDA-MB-231 細胞，KPL-4 細胞)に IR700 を導入した．そして，
IR700 分子の添加量と赤レーザー照射時間を制御することで，与える損傷を制御した．
脳腫瘍細胞には，主に膜タンパク質である CD133 に結合する抗 CD133 抗体，乳がん
細胞には上皮成長因子受容体 (EGFR)に結合する抗 EGFR 抗体と IR700 分子の複合体
を添加することで，それぞれの細胞に特異的に結合させて，細胞内へ取り込ませた．
本節では，これらの複合体が，細胞への非特異的吸着によって取り込まれていないこ
とを示す．さらに，IR700 複合体の添加量と赤レーザー照射時間によって細胞への損
傷度を制御することができているのかを評価する． 
 
3-1-1	 IR700 抗体複合体のがん細胞への取り込みと損傷誘起  
本項については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
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3-1-2	 膜タンパク質を介した IR700 複合体の細胞内への特異的取り込み評価  
 
脳腫瘍細胞と乳がん細胞に，EGFR，CD133 抗体と IR700 の複合体をそれぞ
れ添加することで，細胞内部に IR700 の蛍光を観察することができた．しかし，細胞
膜タンパク質を介したエンドサイトーシスではなく，IR700 が非特異的に細胞に吸着
して細胞内に取り込まれている可能性がある．そこで，作製した IR700 複合体が，細
胞膜タンパク質に結合することでエンドサイトーシスによって取り込まれているの
かを確認した．まず，IR700 分子のみを細胞に添加したときの，細胞内部への取り込
みについて評価した．IR700 分子は，タンパク質等のアミノ基と反応性が高い NHS
基を持つため，細胞や基板にコートした細胞接着タンパク質に非特異的に結合する．
そこで，IR700 分子を 100 mM の NaH2PO4 溶液中で，37℃で 3 時間インキュベートす
ることで NHS 基を不活化した．そして，40 nM の NHS 基不活化 IR700 分子を U87MG
細胞に添加し，1 時間 37℃でインキュベートした．赤レーザーを用いて蛍光観察を行
なったところ，NHS 不活化 IR700 を添加した U87MG 細胞内部には，IR700 の輝点を
観察することはできなかった (Fig.3.2b)．そのため，抗体に結合していない IR700 分
子の非特異的な細胞への取り込みはほとんど起こらないと考えられる．	  
次に，抗体に結合した IR700 分子が，非特異的に細胞に吸着して細胞内部に
取り込まれるかどうかを確認した．まず，U87MG 細胞や BT142 細胞と同じ脳細胞で
あるが，CD133 を細胞膜に発現していない Cath.a differenciated (CAD)細胞に
IR700-CD133 を添加し，赤レーザーを用いて蛍光観察を行なった. その結果，CAD 細
胞内部に IR700 由来の蛍光は観察されなかった (Fig.3.2c)．さらに，U87MG 細胞と
CD133 受容体を発現していない KPL-4 細胞の共培養下で CD133-IR700 を添加するこ
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とで，U87MG 細胞のみに特異的に IR700 を導入することができるかを評価した．ま
ず，二つの細胞種を識別するために，KPL-4 細胞は共培養前に，燈色蛍光色素 PKH26
を用いて蛍光染色を行なった．その後，KPL-4 細胞と U87MG 細胞を同じガラスボト
ムディッシュ上に播種した．二種の細胞の共培養下で CD133-IR700 を 40 nM 添加し
て，37℃で 1 時間インキュベートした．共培養下の細胞の位相差顕微鏡画像と蛍光画
像を Fig. 3.2d-f に示した．形状から二種類の細胞の識別は難しいが，緑色レーザー 
(523 nm)を照射することによって，左側の細胞のみに PKH26 の蛍光が観察された (Fig. 
3.2d,e)．また，赤レーザーを照射すると，右側の細胞にのみ IR700 由来の蛍光が観察
された(Fig. 3.2f)．PKH26 の輝度が観察されたことから，左側の細胞は KPL-4 細胞で
あると考えられる．左側の細胞には IR700の蛍光が観察されず，さらに IR700とPKH26
の両方の蛍光が観察された細胞はいないため，右側の細胞は U87MG 細胞だと考えら
れる．よって，IR700-CD133 は U87MG 細胞の CD133 のみに結合して細胞内部に取り
込まれており，非特異的吸着による細胞内部への取り込みはほとんどないことを示し
ている．  
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Fig.3.2	 IR700分子の非特異的吸着の評価．a，bはU87MG細胞に IR700-CD133
複合体と，NSH 基を不活化した IR700 分子を添加したときの蛍光観察像であ
る．c はマウスの神経細胞である Cath.a-differenciated (CAD)細胞へ 40 nM の
IR700-CD133 複合体を添加したときの蛍光観察画像である．d-f は，U87MG
細胞とKPL-4細胞を共培養したときの，位相差顕微鏡画像と蛍光画像である．
e,f は，d の細胞に対して，それぞれ青レーザーと赤レーザーを照射したとき
の蛍光像である．e,f の緑と赤線は，それぞれの細胞の輪郭を表している． 
Sakuma, M 2016 の図を改変して使用． 
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3-2	 光ゆらぎ解析による細胞内運動の定量評価  
本節については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
	
3-3	 IR700 分子の光活性化による細胞小器官の損傷の評価  
 
 3-2 節の結果から，IR700 分子の光活性化による細胞の損傷を，細胞内小器
官の運動の変化から定量的に評価することが可能であることがわかった．細胞内運動
の低下が細胞損傷の指標となることを示すためには，IR700 分子の光活性化によって
なぜ細胞内運動が低下するのかを評価しなければならない．そのために，IR700 の光
活性化が細胞内小器官に与える影響を評価した． 
  
3-3-1	 IR700 を含んだ小胞の損傷  
本項については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
 
3-3-2	 IR700 を含んだ小胞の種類の同定  
 
IR700 を含んだ小胞の損傷が観察されたので，IR700 がどの細胞内小器官に
内包されているのかを蛍光観察によって評価した．Fig. 3.1b,e,h,k,n の結果から，細胞
内部に導入した IR700分子は，細胞の核周辺に特に多く集まっていることがわかった．
そのため，IR700-抗体複合体は，膜タンパク質を介したエンドサイトーシスによって
細胞内部に取り込まれ，細胞核周辺に分布する細胞内消化器官であるリソソームなど
に輸送されていると考えられる．そこで，リソソームと IR700 分子の分布を共焦点顕
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微鏡を用いて観察した．接着細胞であるU87MG細胞と浮遊細胞であるBT142細胞に，
それぞれ 40 nM の IR700 を添加して，1 時間 37℃でインキュベートした．リソソーム
は，50 nM の LysoTracker を添加することで蛍光染色した．Fig.3.9a-f に，IR700 とリ
ソソームの蛍光観察画像を示す．IR700 とリソソームの輝点は細胞全体で観察された
が，特に多くの輝点が細胞核周辺に分布していた．IR700 とリソソームの蛍光画像を
重ね合わせると，IR700 とリソソームの蛍光輝点の多くが重なったため，IR700 は添
加してから 1 時間後には多くがリソソームに内包されていることがわかった 
(Fig.3.9c,f)．さらに，リソソームの蛍光分布が IR700 の光活性化によってどのように
変化するのかを，損傷前後でリソソームを経時的に観察することによって評価した．
Fig.3.9g,h に，U87MG 細胞と BT142 細胞のリソソームの損傷前後の分布を示す．細胞
への損傷は，40 nM の IR700 を添加し赤レーザーを 30 秒照射することで導入した．
赤レーザー照射後に，二つの細胞において部分的なリソソームの蛍光輝点の消失が観
察された．IR700 を添加していない細胞に赤レーザーを 30 秒照射すると，若干の蛍光
退色はあるがリソソームの蛍光の消失は観察されなかった．本結果は，リソソーム内
部の IR700 が光活性によってリソソームに損傷を与えている可能性を示唆している． 
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Fig.3.9	 細胞内での IR700 とリソソームの共在の評価．a，b と d，e はそれぞ
れ IR700 と LysoTracker で蛍光染色したリソソームの蛍光観察像であり，そ
れぞれ重ね合わせた画像が c と d である．また，g，h は IR700 の光活性前後
のリソソームの蛍光画像である．40 nM の IR700-CD133 複合体を細胞に添加
し，30 秒赤色レーザーを照射した．スケール 10 µm． 
Sakuma, M 2016 の図を使用． 
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 赤レーザー照射後，IR700 を含む細胞内小器官の損傷は短時間（数秒∼十数秒）
で進行することがわかった (Fig.3.8)．損傷前後でのリソソームの経時観察からもリソ
ソームの損傷が示唆されている (Fig.3.9g,h)．しかし，IR700 を内包している細胞小器
官の多くがリソソームであるならば，リソソームの急速な損傷も観察されるはずであ
る．そこで，IR700 光活性時のリソソームのリアルタイム観察を行った．LysoTracker 
Yellow は蛍光退色が早く，リアルタイム計測に使用できなかったため， pH インジケ
ーターを用いてリソソームのリアルタイム観察を行った．pH インジケーターは，酸
性下では高い蛍光強度を示すことから，リソソーム等の構造を判別することができる．
Fig.3.10a,c は，U87MG 細胞の pH インジケーターで染色した蛍光像である．細胞核周
辺のリソソーム等が分布する領域において，特に高い蛍光強度が観察された．また，
IR700 と pH インジケーターが高い蛍光強度を示す領域はおおよそ一致していること
から，pH インジケーターは IR700 を含むリソソームを蛍光染色していることがわか
った．そこで，赤レーザー照射時の pH インジケーターの蛍光輝度変化のリアルタイ
ム計測を行った．Fig.3.10a-d に，IR700 に赤レーザーを 30 秒照射したときの，pH イ
ンジケーターの輝度変化を示す．Fig.3.10a,b は IR700 を添加したときの照射前後の蛍
光像であり，Fig.3.10c,d は IR700 を添加していないときの蛍光像である．赤レーザー
照射後には，IR700 を添加していない細胞と比較して添加した細胞ではより蛍光強度
が低下していた．これらの結果より，リソソームの損傷を蛍光強度の変化から評価す
ることが可能だと考えた．pH インジケーターの蛍光強度の時間変化を Fig.3.10e に示
した．グラフは，8 細胞の細胞核周辺の蛍光強度が高い部分 30 か所の 30×30 ピクセ
ル内の蛍光強度の平均値±標準誤差を示している (Fig.3.10a 黒枠)．縦軸は，IR700
を添加していない細胞の蛍光強度に対する，IR700 を添加した細胞の蛍光強度の相対
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値を示している．赤レーザーを照射してから 15 秒までは，pH インジケーターの蛍光
強度の低下は観察されず，15 秒後から蛍光強度が徐々に低下した．グラフの縦軸は
pH インジケーターの退色に対する相対値であるため，15 秒までは IR700 の光活性化
によって pH が低く(酸性)なっており，15 秒以降は pH が徐々に高く(塩基性)なってい
ることを表している．つまり，IR700 の光活性化によって，15 秒までにリソソームが
損傷し，内部物質が流失することによる pH の低下が観察されたと考えられる．これ
らの結果から，IR700 を含む細胞小器官は主にリソソームであり， IR700 の光活性化
によるリソソームは短時間で進行していることが明らかとなった． 
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Fig.3.10	 pHインジケーターを用いた IR700 の光活性時における細胞内の pH
変化．a,b,c,d は，それぞれ IR700 の光活性前後の pH インジケーターの蛍光
を示している．a,b では，40 nM の IR700-CD133 複合体を添加し，赤色レー
ザーを 30 秒照射した．c,d は，IR700-CD133 複合体を添加せず，赤色レーザ
ーを 30 秒照射した．e は，光活性時の細胞内の pH インジケーターの蛍光強
度の時間変化を示している．a に示したように，黒い枠内 (30×30 ピクセル)
の平均蛍光強度を，8 細胞から合計 30 箇所を計測して，その平均値の時間変
化を示した．y 軸は，IR700-CD133 複合体を添加していない細胞の蛍光強度
に対する，複合体を添加した細胞の蛍光強度の相対値を示している．0-30 秒
間，赤色レーザーを照射した．Sakuma, M 2016 の図を改変して使用． 
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3-3-3	 IR700 による輸送分子キネシンの損傷  
本項については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
 
3-3-4	 IR700 の光活性化による細胞損傷時のミトコンドリア構造の変化  
本項については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
 
3-3-5	 過酸化水素による酸化ストレスによる細胞内運動の変化  
本項については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
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第 4 章  考察  
本章については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開．  
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第 5 章  結論  
 
 本研究では，細胞損傷の新しい指標として細胞内小器官の運動性を提案し，
細胞の損傷を定量評価することを実験目的とした．そして，細胞内運動を計測するた
めに，光ゆらぎ解析法を開発した．光ゆらぎ解析によって，細胞全体の細胞内運動を
統計的に解析することできた．また，光ゆらぎ解析によって検出した IR700 の光活性
化による損傷時の細胞内運動の変化から，細胞の損傷度を定量的に評価することに成
功した． 
 さらに，細胞内運動の低下が，なぜ IR700 の光活性化による細胞損傷によっ
て引き起こされるのかを解明するために，光活性後の細胞内小器官の損傷を評価した．
その結果，IR700 の光活性化によって，まずリソソームが損傷を受け，続いて輸送分
子であるキネシンやミトコンドリアが損傷を受けることを明らかとした．そして，こ
れらの損傷が細胞内運動の低下を引き起こしたために，細胞の損傷度の指標として光
ゆらぎ解析によって評価できたと考えた．本章では，これらの結果をまとめ，さらに
本研究が導く結論と展望を示す． 
 
5-1	 光ゆらぎ解析による細胞内運動の定量評価   
本節については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
 
5-2	 光ゆらぎ解析による損傷時の細胞内運動の評価  
本節については，2 年以内に雑誌等で刊行予定のため，非公開． 
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5-3	 むすび  
 
 位相差顕微鏡を用いた細胞観察は，1950 年代から Barer らによるアメーバ
様細胞の観察から現代に至るまで，細胞を扱う分野では一般的に行われてきた 
[Barer, R 2954]．Barer らの論文の画像では，細胞内部のベシクル構造をはっきり観
察することができた．そのため，当時から細胞内部のベシクルなどの細胞内小器官の
運動を観察していたと推察される．そして，細胞内部の運動に興味を持った科学者達
によって，細胞内部で物質を輸送している輸送分子や，細胞骨格についての研究が行
われ，近年までに細胞内動態の多くのことが明らかとされてきた．現代の細胞研究の
ほとんどが，細胞の特定の分子を蛍光染色することによって観察されている．位相差
顕微鏡による細胞内分子運動の観察は，それらの研究の走りではあるが，核などの構
造を除くと特異的に細胞小器官を観察することが困難である．そのため，位相差顕微
鏡を用いて新しい現象を発見することが少なくなっている．しかし，蛍光観察におけ
る光毒性の問題から，がん治療や医療分野において，非侵襲かつ簡便な細胞観察方法
として位相差顕微鏡の使用が再考されている．本研究で開発した光ゆらぎ解析のよう
に，イメージプロセッシング技術と位相差顕微鏡観察を組み合わせることによって，
細胞活性などの細胞の状態を表すパラメーターを定量的に解析し得る可能性がある．
古きから新しきを知るという言葉があるように，本手法が既存の技術を組み合わせる
ことで新しい細胞の指標を発見するための考え方の助けとなり，かつ細胞生物学，が
ん治療，再生医療といった広い研究分野において貢献されることを切に願う． 
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